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ÖNAL: In Vitro Propogation of Some Species From Orchidaceae Family Exis

Tr. J. of Agriculture and Forestry
23 (1999) Ek Say› 5, 1057-1064
@ TÜB‹TAK

Ege Bölgesi’nde Do¤al Yay›l›fl Gösteren Orchidaceae Familyas›na Ait
Baz› Türlerin In Vitro Koflullarda Üretimleri Üzerinde Araflt›rmalar*
Kubilay ÖNAL
Ege Tar›msal Araflt›rma Enstitüsü, Menemen, ‹zmir - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 17.12.1997

Özet : Ege Bölgesinde yap›lan sürveyler sonucunda Orchidaceae familyas›na giren, Orchis, Ophrys, Dactylorchiza, Serapias, Aceras,
Anacamptis cinslerine ait toplam 21 tür saptanm›flt›r. In vitro koflullarda yap›lan ve de¤iflik g›da ortamlar›n›n kullan›ld›¤› embriyo
kültürlerinde Orchis laxiflora ve Orchis sancta ile Serapias vomeracea türlerinden olumlu sonuçlar al›nm›fl, di¤er türlerin ise
geliflmedikleri belirlenmifltir. Orchis laxiflora ve Orchis sancta türlerine ait bitkilerde yumru oluflumunun +5 derece s›cakl›k ve devaml›
karanl›k flartlarda daha yüksek oranda gerçekleflti¤i belirlenmifltir. In vitro’da iki türe ait oluflan yumrular›n topra¤a transferinde (in
vivo) en uygun zaman›n a¤ustos ay› oldu¤u, ilkbahar aylar›nda yap›lan transferde geliflen bitki oran›n›n düflük oldu¤u gözlenmifltir.

In Vitro Propogation of Some Species From Orchidaceae Family Existing in The Natural Flora
of Aegean Region
Abstract : A total of 21 species belonging to Orchis, Ophrys, Dactylorchiza, Serapias, Aceras, Anacamptis genera, Orchidaceae family,
was collected from Aegean Region. Orchis laxiflora, Orchis sancta ve Serapias vomeracea were successfully cultured by means of
embryo culture, but the other species did not grow. Tuber production rates of Orchis laxiflora and Orchis sancta were found to be
higher in dark conditions at +5°C than normal conditions. For the same species successfully cultured, the optimum transfer time to
the soil was august, while the percentage of developing plants was low in spring months.

Girifl
Taksonomik olarak monokotiledonlar içinde yer alan
orkideler, Orchidaceae familyas›na ait olup; yaklafl›k 450
cins ve 20.000 tür içermektedir (1). Anadolu, Vavilov
taraf›ndan orijin merkezi olarak adland›r›lan gen
merkezlerinden Küçük Asya ve Akdeniz gen merkezlerinin
s›n›rlar› içerisinde yer almas›ndan dolay› çok zengin bir
floraya sahiptir (2). Türkiye, ortakuflak orkideleri
bak›m›ndan Avrupa ve Ortado¤unun en zengin
ülkelerinden biridir (3). Türkiye’de Orchidaceae
familyas›na ait salebin dahil oldu¤u 24 cins ve 100 kadar
tür saptanm›flt›r (4).
Salep, yumrulu orkidelerden elde edilmesine karfl›n
tüm yumrulu cinsler bu amaç için uygun de¤ildir. Daha
çok
Orchis,
Anacamptis,
Ophyrs,
Serapias,
Himantoglossum, Barlia gibi ovoid yumrulu olanlarla,
Dactylorhiza gibi parçal› yumruya sahip orkidelerin
de¤iflik türleri salep elde edilmesinde kullan›lmaktad›r.
Son y›llarda Platanthera türlerinden de baz› bölgelerde
salep elde edildi¤ine dair bilgiler bulunmaktad›r (5).

Salep bitkisinin yumrular› her y›l tek bir yavru yumru
meydana getirmekte ve yeni yumru gelifltikçe eski yumru
yok olmaktad›r. Bu nedenle, pekçok bitki türünde oldu¤u
gibi üretim h›z›n›n düflük olmas› ve bilinçsiz yap›lan
sökümler sonucu salebin de nesli giderek tükenmektedir.
Ço¤almas› güç ve yavafl olan bu bitkinin tüketimine
yönelik bilinçsiz sökümlere ra¤men günümüzde az da olsa
bulunabilmesi, do¤ada çok az miktarda tohumun çimlenip
yumru oluflturmas›na ba¤l›d›r.
Ülkemizde salep ile ilgili yap›lan çal›flmalar salep
yetiflen bölgelerdeki türlerin saptanmas› ve baz› kültüre
alma çal›flmalar›yla s›n›rl› kalm›flt›r (3, 6, 7, 8, 9).
Dünyada ise Cymbidium (10, 11), Dendrobium (12),
Cattleya (13) cinslerine ait orkidelerde yap›lan meristem
kültürü çal›flmalar›, üretim çal›flmalar›na öncülük etmifltir.
‹lk kez Knudson, orkide tohumlar›n›n çimlenebilmeleri
için kesin olarak ortamda mantarlar›n olmas›na gerek
olmad›¤› kan›s›na varm›fl ve özel olarak haz›rlad›¤› ve
çeflitli mineral maddeler ile fleker içeren g›da ortam›nda
orkide tohumlar›n›n çimlendirebilmifltir (14). In vitro

* Bu çal›flmay› TÜB‹TAK (Ankara) desteklemifltir (TBGAG-52).
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koflullarda yap›lan embriyo kültürlerine; endospermi
olmayan orkide tohumlar›n›n iyi bir örnek teflkil etti¤ini ve
bu konuda baflar›l› sonuçlar al›nd›¤›n› belirtmektedir (1,
15).
Pekçok araflt›r›c› orkide tohumlar›n›n çimlenmesinde
farkl› g›da ortamlar›n›n (16), büyüme regülatörlerinin
(17), g›da ortamlar›n›n fiziksel özelliklerinin (18)
etkilerini araflt›rm›fllard›r.
Bu çal›flma ile Ege Bölgesi’nde Orchidaceae familyas›na
ait do¤al yay›l›fl gösteren cins ve türlerin yap›lan sürveyler
sonucu belirlenmesine ve bu salep türlerinin in vitro
koflullarda ço¤alt›lmalar›na, yumru oluflturma oranlar›n›n
belirlenmesine ve en uygun topra¤a aktarma zaman›n›n
saptanmas›na çal›fl›lm›flt›r.

Materyal ve Metot
Ege Bölgesi’nde yap›lan sürveylerde belirlenen
Orchidaceae familyas›na ait baz› cins ve türlere ait bitkiler
ve bunlardan al›nan tohumlar ile taksonomik çal›flmalar
için gerekli herbaryum örnekleri bitkisel materyali
oluflturmufltur. Laboratuvar araç ve gereçleri olarak ta
doku kültürü laboratuvar› ve g›da ortamlar› kullan›lm›flt›r.
Arazi çal›flmalar›
Survey-Herbaryum Haz›rlama: Literatür bilgileri ve
yap›lan anketlere göre salep bitkisinin Ege Bölgesi’nde
do¤al olarak yay›ld›¤› belirlenen yerlere 1993 y›l›nda
çiçeklenme zaman› olan nisan-may›s aylar›nda survey
programlar› düzenlenmifltir. Bu surveylerde belirlenen
örneklerin herbaryumlar› teflhise imkan verecek flekilde
al›nm›fl, foto¤raf ve slaytlar› çekilmifltir. Belirlenen
örneklerin tür teflhisleri yap›lm›flt›r. Teflhiste Ege Tar›msal
Araflt›rma Enstitüsü ve Dokuz Eylül Üniversitesi
herbaryum kolleksiyonlar›ndan yararlan›lm›flt›r. Her
örnekten bir miktar bitki, do¤adan yumrusu ile birlikte
sökülerek kurulufla getirilmifl ve saks›lara dikilmifltir.
Tohum Örneklerinin Al›nmas›: Ege Bölgesinde
belirlenen ve denemeye al›nan farkl› türlerin tohum
kapsülleri florada yetiflti¤i lokasyonlardan ve saks›lara
dikilmifl bitkilerden may›s, haziran ve temmuz aylar›nda
al›nm›flt›r.
Laboratuvar
koflullar›nda
kurutulan
kapsüllerden tohumlar ç›kar›l›p cam kavanozlara
konulmufl ve kullan›l›ncaya kadar buzdobal›nda muhafaza
edilmifltir.

In-vitro Çal›flmalar›
Embriyo kültürü
Sterilizasyon: Tohumlar endosperm ihtiva etmedikleri
ve toz gibi bir yap›ya sahip olduklar› için filtre
ka¤›tlar›ndan yap›lan ufak paketlerde % 0,6 sodyum
hipoklorit içinde 15-20 dakika tutularak sterilize
edilmifllerdir. Bunun arkas›ndan üç kez steril saf su ile
çalkalanm›fllard›r (8).
G›da Ortam›: Kültür ortamlar› olarak Knudson (KC)
(19) ve Van Waes-Debergh (WD) (20) temel ortamlar›
kullan›lm›flt›r. G›da ortamlar›na, %10-20 patates
ekstrakt› (P), %10-20 muz ekstrakt› (M), %10 hindistan
cevizi sütü (CM), 0,2 mg/lt giberellik asit (GA3), 1,0 mg/lt
Benzilamino purin (BAP) ilave edilmifl ve toplam 14 farkl›
g›da ortam› kullan›lm›flt›r. 8 g/l agar ilave edilerek
sertlefltirilen g›da ortamlar›n›n pH’s› 5,8’e ayarlanm›flt›r
(Tablo 1).
Çevre koflullar›: In vitro çal›flmalar›nda amaca göre
24°C s›cakl›k, 16 saat/gün ayd›nl›k (3000 lüks), 5°C
s›cakl›k ile devaml› karanl›k ›fl›k rejimleri uygulanm›flt›r.
Kültür yap›m›: Sterilize edilmifl 28 ml’lik cam fliflelere
10 ml g›da ortam› dökülmüfltür. Her ortam için 5
tekerrür (flifle) yap›lm›flt›r. Her g›da ortam› kombinasyonu
için her bir türden 5 mg tohum kullan›lm›flt›r. Bu 5 mg
tohum 5 eflit k›sma ayr›larak filtre ka¤›tlar›na
yerlefltirilmifl ve yukar›da belirtilen esaslara göre sterilize
edilmifltir. Sterilizasyon bittikten sonra tohumlar› içeren
filtre ka¤›tlar› bir pensle su içinden steril bir petri kab›na
aktar›l›p, burada uçlar› kesilerek ka¤›tlar aç›l›p g›da
ortam› bulunan fliflelere yerlefltirilmifltir. Kültürlerin
geliflmeleri devaml› olarak izlenip, bafllang›çtan itibaren
çimlenme, sürgün ve kök geliflme dönem ve durumlar›,
birim a¤›rl›ktaki tohumdan kaç bitki olufltu¤u
belirlenmifltir.
Çimlenen kültür oran› (%): Befl tekerrürlü (5 flifle)
olarak kurulan denemede çimlenme görülen flifle say›s›n›n
toplam say›ya oran› olarak belirlenmifltir.
Bitki oluflturan kültür oran› (%): Kültür yap›lan befl
fliflede çimlenen ve daha sonra bitki oluflturan fliflelerin
say›s›n›n bafllang›ç kültür say›s›na oran› olarak
bulunmufltur.
Geliflen bitki say›s› (adet/mg): Bitki oluflan
tekerrürlerdeki bitkiler say›lm›flt›r.
Ortalama sürgün boyu (cm): Oluflan bitkilerin boyu
ölçülerek ortalamas› al›nm›flt›r.

1058

https://testdrive1.bepress.com/tubitak-journal/vol23/iss11/6
DOI: 10.3906/tar-6-97222

2

ÖNAL: In Vitro Propogation of Some Species From Orchidaceae Family Exis

Tablo 1.

In vitro’da kullan›lan temel besin ortam içerikleri.
Ortam (mg/I)

Kimyasallar
Knudson C

VanWaes&Debergh

Makroelementler
-

370

(NH4)2SO4

NH4NO3

500

60

KH2PO4

250

-

Ca(NO3)2.4H2O

1000

-

MgSO4.7H2O

250

100

Mikroelementler
Na-EDTA

-

27

FeSO4.7H2O

25

37.3

MnSO4.4H2O

7.5

25

ZnSO4.7H2O

-

10
0.0025

CuSO4.5H2O

-

H3BO3

-

10

Na2MoO4.2H2O

-

0.025

-

100

Aminoasitler
L-Glutamin
Vitaminler
Nikotinik Asit

-

2

Piridoksin-HCl

-

0.50

Thiamine-HCl

-

0.50

Biotin

-

0.05

Myo-Inositol

-

1000

-

200 ml

Sakkaroz

20000

20000

Agar Technical (OXOID)

%0.8

%0.8

5.8

5.8

K. ÖNAL

Topra¤a aktarma: Bu çal›flmalar farkl› denemeler
fleklinde yürütülmüfltür.
Deneme 1: In vitro’da elde edilen yumrular›n topra¤a
aktar›lma durumunda süren, geliflen kültür yüzdesini
belirlemek için yumrular, mart ay›nda topra¤a aktar›lm›fl
ve geliflen yumru yüzdeleri belirlenmifltir.

In vitro’da oluflan yumrular›n topra¤a aktar›lmas› için
en uygun dönemi belirlemek amac›yla farkl› iki deneme
yürütülmüfltür.
Deneme 2: A¤ustos ay›nda, 5°C s›cakl›k ve devaml›
karanl›k koflullarda in vitro’da elde edilen 90 adet yumru
üç gruba ayr›lm›flt›r. 1. grup: 7 cm çap›ndaki saks›lar›n
her birine birer yumru dikilmifltir. 2. grup: Yumrular›
içeren tüpler 24°C s›cakl›k ve 16 saat/gün ayd›nl›k olan
normal geliflme koflullar›na al›nm›flt›r. 3. grup: Yumrular›
içeren tüpler 5°C s›cakl›k ve devaml› karanl›k koflullara
al›nm›flt›r. Bu koflullarda tutulan kültürler mart ay›ndan
itibaren afla¤›daki programa göre toprak ve in vitro’da
normal geliflme koflullar›na aktar›lm›flt›r.
Mart ay› bafl›nda, 5 yumru saks›lara, 5 yumru da
normal in vitro koflullara aktar›lm›flt›r.
- Mart ay› ortas› ve nisan ay› bafl›nda da ayn› ifllemler
yap›lm›flt›r.
Her uygulamada; geliflen, süren yumru miktarlar›
belirlenmifltir (yüzde olarak).

‹laveler
Hindistan Cevizi Sütü

pH

Deneme 3: In vitro’da elde edilen yumrular, kas›mnisan aylar› aras›nda her ay topra¤a (saks›lara) aktar›lm›fl
ve her dönemde süren yumru %’si belirlenmifltir.

Bulgular ve Tart›flma
Uygun g›da ortamlar›n›n belirlenmesi: Kültür yap›lan
tüm ortamlarda elde edilen sonuçlar; çimlenen kültür
yüzdesi, bitki oluflturan kültür yüzdesi, geliflen bitki say›s›
ve ortalama sürün boyu de¤erleri, birlikte dikkate
al›narak en uygun g›da ortamlar› belirlenmifltir.
Ifl›k uygulamas›: Bitkilerin sürgün ve kök geliflmeleri
belirli bir irili¤e gelince (sürgün 3-4 cm) yumru
oluflturmak için iki farkl› çevre koflulu denenmifltir. In
vitro’da elde edilen ve %10 patates ekstrakt› içeren KC
g›da ortam›nda tutulan bitkilerin yar›s› normal geliflme
koflullar›nda (24°C ve 16 saat/gün ›fl›k), di¤er yar›s› da
5°C s›cakl›k ve devaml› karanl›k koflullara aktar›lm›flt›r.
Kültürler her 15 günde bir gözlenerek her koflulda oluflan
yumru miktarlar› belirlenmifltir.

Arazi çal›flmalar›
Ege Bölgesi’nde nisan-may›s aylar›nda yap›lan
sürveylerde Orchidaceae familyas›ndan Orchis cinsine ait 7
(Orchis italica Poiret, Orchis anatolica Boiss., Orchis
sancta L., Orchis papilionacea L., Orchis laxiflora Lam.,
Orchis morio L., Orchis mascula L.spp. pinetorum Boiss.
et. Kotschy); Ophrys cinsine ait 9 tür (Ophrys mammosa
Desf., Ophrys reinholdii Fleischm. spp.reinholdii, Ophrys
lutea Cav. spp. minor O. et. E. Danesh., Ophrys
halosericea (Burm.fl.) Greuter., Ophrys bornmulleri M.
Schulze, Ophrys ferrum-equinum Desf, Ophrys umbilicata
Desf. spp. umbilicata, Ophrys speculum Link., Ophrys
fusca Link.); Serapias cinsine ait 2 tür (Serapias
vomeracea Briq. ve Serapias vomeracea (Burm.fil) Briq.
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spp. laxiflora (Soo) Gölz et. Reinhard) ile Aceras
antropophurum (L.) R.Br., Anacamptis pyramidalis L.,
Dactylorchiza romano (Seb.) Soo. türlerinin varl›¤›
belirlenmifltir.

In-vitro çal›flmalar›
Embriyo kültürü
Ele al›nan dokuz türden (Orchis laxiflora, Orchis
sancta, Serapias vomeracea, Orchis anatolica, Orchis
italica, Aceras antropophurum, Anacamptis pyramidalis,
Dactylorchiza romano, Ophrys umbilicata) sadece üç
türde (O.laxiflora, O.sancta ve S.vomeracea) olumlu sonuç
al›nm›fl, di¤er türlerin kullan›lan g›da ortamlar›n›n hiç
birinde geliflmedikleri saptanm›flt›r. Bu türlerin
tohumlar›nda; her g›da ortam›nda çimlenmeye kadar
geçen süre, çimlenen kültür yüzdesi, çimlendikten sonra
geliflmesine devam edip bitki oluflturan kültür yüzdesi,
1,0 mg tohumdan elde edilen bitki say›s›, kültüre
bafllang›çtan yaklafl›k bir y›l sonra oluflan bitkilerin
ortalama boylar› Tablo 2’de gösterilmifltir. Tüm g›da
ortamlar›nda O. sancta 1 ayda, S.vomeracea 2,5 ayda,
O.laxiflora ise 3 ayda çimlenmifllerdir. O.laxiflora’da
genelde Knudson C ortam›na ait kombinasyonlar Van
Waes-Deberg ortamlar›na göre daha iyi sonuç vermifltir. 1
mg tohumdan elde edilen bitki say›s› di¤er
kombinasyonlara göre düflük olmas›na (21,8 adet/mg)
ragmen, yap›lan kültürlerin % 80’ninde bitki geliflmesi ve
oluflan bitkilerde sürgün ve kök geliflmesinin de daha iyi
olmas› nedeniyle en iyi sonucu % 10 patates ekstrakt›
içeren KC ortam› vermifltir. Bunu % 20 P ve %10 M
içeren KC ortamlar› izlemifltir. 0,2 mg/l GA3 ve 1,0 mg/l
BAP içeren ortamlarda ise hiç bir geliflme olmam›flt›r.

O.sancta’da da genelde yine KC g›da ortam
kombinasyonlar› WD ortam kombinasyonlar›na nazaran
daha iyi sonuç vermifltir. Bu türde en iyi sonuç % 20 ve
%10 patates ekstrakt› içeren KC ortamlar›nda elde
edilmifltir.
Çimlenen kültür yüzdesi, bitki gelifltiren kültür yüzdesi
ve geliflen bitkilerin sürgün boylar› birlikte
de¤erlendirildi¤i zaman, % 10 patates ekstrakt› içeren KC
ortam›n›n di¤er kombinasyonlardan daha iyi oldu¤u
belirlenmifltir. GA3 ve BAP içeren KC ortamlar›nda az da
olsa çimlenme ve bitki geliflmesi olmas›na ra¤men oluflan
sürgünler GA3 içeren ortamda renksiz ve c›l›z, BAP’l›
ortamda ise c›l›z ve kararm›fl bir yap› göstermifltir.

S.vomeracea türünde ise geliflme genelde iki türe
(O.laxiflora ve O.sancta) nazaran daha düflük olmufltur.

Bu türde en iyi sonucu % 10 ve % 20 muz ekstrakt›
içeren KC ortam› vermifltir. Di¤er türlerde iyi sonuç veren
patates ekstraktl› ortamlar bu türde iyi sonuç
vermemifltir.
Do¤adan tohum al›namayan, ancak yumrular›
sökülerek kurulufla getirilip saks›lara dikilen; Ophrys
fusca, Ophrys speculum, Ophrys lutea spp. minor, Orchis
mascula spp. pinetorum türlerinden ikinci y›l al›nan
tohumlarla bir deneme kurulmufltur. Ancak bu türlerde
önceki sonuçlar dikkate al›narak sadece Knudson C
ortam›n›n %10 patates ekstrakt›, %10 muz ekstrakt› ve
%10 Hindistan cevizi sütü içeren üç kombinasyonu
kullan›lm›flt›r. Ophrys fusca türünde her üç ortamda da
ekilen tohumlarda kabarma olmufl, ancak çimlenme ve
geliflme olmam›flt›r. Di¤er üç türde de hiç bir geliflme
gözlenmemifltir.
Ifl›k uygulamas›
Bafllang›çtan 11 ay sonra 1 mg tohumdan elde edilen
bitki say›lar› Tablo 3’te gösterilmifltir. Ifl›k rejiminin etkisi
türlere göre de¤iflmektedir. O.laxiflora, O.sancta
türlerinde, 16 saat/gün ayd›nl›k olan ortamda devaml›
karanl›k flartlara nazaran bitki geliflmesi daha fazla
olmufltur. Karanl›k flartlarda en iyi sonucu Serapias
vomeracea türü vermifltir. Ancak karanl›k flartlarda
geliflme renksiz ve c›l›z olmaktad›r. Bu nedenle çimlenip
biraz geliflmeden sonra kültürlerin ayd›nl›k flartlara
aktar›lmas› gerekmektedir.
Bu üç denemeden de elde edilen bulgular, ilk kez
orkide tohumlar›n›n in vitro koflullarda çimlendirmeyi
baflaran Knudson (19)’un çal›flmalar›n›n yan› s›ra, orkide
tohumlar›n›n çimlenmesi üzerine g›da ortamlar›n›n (16),
hormonlar›n (17), ve g›da ortamlar›n›n fiziksel
özelliklerinin (18) etkisini araflt›ran çal›flmalarla paralellik
göstermektedir. Yap›lan baz› çal›flmalarda, ›fl›k rejiminin
orkidelerde tohum çimlenmesine etki etti¤i, örne¤in
Cypripedium reginae orkide tohumlar›n›n karanl›k
flartlarda daha iyi çimlendi¤i belirlenmifltir (21).
Yumru oluflturma
Yumru oluflturma çal›flmalar› O.laxiflora ve O.sancta
türleri ile yap›lm›flt›r. In vitro’da elde edilen bitkilerin
normal koflullar (24°C s›cakl›k ve 16 saat/gün ›fl›k) ile 5°C
s›cakl›k ve devaml› karanl›k koflullarda tutuldu¤unda
yumru oluflum durumlar› Tablo 4’de gösterilmifltir. %10
patates ekstrakt› içeren KC g›da ortam›nda yap›lan
kültürlerden her uygulama için 40’ar adet tüp
kullan›lm›flt›r. Bitkiler 3-4 cm olunca (O.laxiflora’da
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Türler

G›da
ortam›

Çimlenen
kültür %’si

Bitki
oluflturan
kültür %’si

Geliflen bitki
say›s›
(adet/mg)

Ortalama
sürgün boyu
(cm)

O.laxiflora

KC 10P
KC 20P
KC 10M
KC 20M
KC 10CM
KC 0.2GA3
KC 1BAP
VD 10P
VD 20P
VD 10M
VD 20M
VD 10CM
VD 0.2GA3
VD 1BAP
KC 10P
KC 20P
KC 10M
KC 20M
KC 10CM
KC 0.2GA3
KC 1BAP
VD 10P
VD 20P
VD 10M
VD 20M
VD 10CM
VD 0.2GA3
VD 1BAP
KC 10P
KC 20P
KC 10M
KC 20M
KC 10CM
KC 0.2GA3
KC 1BAP
VD 10P
VD 20P
VD 10M
Vd 20M
VD 10CM
VD 0.2GA3
VD 1BAP

80
60
60
40
40
geliflme yok
geliflme yok
40
40
40
20
20

80
40
40
20
20
40
40
20
20
20

21.8
24.0
42.7
26.0
46.7
10.0
5.0
13.0
9.0
9.5

7.4
7.1
5.3
5.5
6.5
2.5
2.5
4.5
2.0
1.5

100
80
80
60
40
60
20
40
40
40
20
20
20
20
20
20
40
40
kabarma
20
20
kabarma
geliflme yok
20
20
kabarma
20
20

40
20
40
40
20
40
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
40
20

23.0
49.5
17.0
16.7
12.0
21.5
8.0
9.0
1.7
6.4
14.0
12.3
40.0
11.4
7.3
5.2
8.8
16.7

4.0
1.5
2.5
1.5
0.5
c›l›z
kararma
1.5
0.5
1.5
0.4
0.7
c›l›z
kararma
1.5
1.0
1.7
1.5

20
20

15.5
4.4

0.8
0.7

20
20

5.2
4.1

0.5
0.5

20
20

37.0
12.6

0.4
0.4

O.sancta

S.vomeracea

Tablo 3.

Farkl› ›fl›k rejiminin salep türlerinde bitki geliflmesine olan
etkileri.
Bitki say›s› adet/mg

Türler

Ayd›nl›k

Karanl›k

O.anatolica
O.laxiflora
O.sancta
O.speculum
O.fusca
S.vomeracea
Oph.lutea minor

Kabarma
25.5
28.3
Kabarma
Kabarma
8.8
Kabarma

2.6
2.8
15.6
5.4
4.0
24.8
7.4

Tablo 2.

K. ÖNAL

Farkl› salep türlerinin in-vitro
flartlarda de¤iflik g›da ortamlar›nda
geliflme durumlar›.

bafllang›çtan 9 ay, O.sancta’da 6 ay sonra) kültürlerin
yar›s› normal geliflme flartlar›nda tutulmufl, di¤er yar›s› da
+5°C ve devaml› karanl›k flartlara al›nm›flt›r. Tablo 4’de
görüldü¤ü gibi O.sancta’da normal flartlarda kültürlerin
% 71,4’ü 316 günde yumru oluflturmufltur. Geri kalan
k›sm›da 275-455 gün aras›nda de¤iflik dönemlerde
yumru oluflturmufltur. +5°C ve devaml› karanl›kta ise,
320 güne kadar kültürlerin toplam %94,5 (% 49,1+%
45,4)’inde yumru olufltu¤u görülmüfltür. Normal
koflullarda ise hemen hemen ayn› sürede kültürlerin
toplam % 80,1 (% 71,4+% 4,6+% 4,1)’inde yumru
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24. C°-16 saat/gün ›fl›k
Türü

5 C° devaml› karanl›k

Bafllang›çtan yumru
olufluncaya kadar geçen
süre (gün)

Yumru
oluflumu
(%)

Bafllang›çtan yumru
olufluncaya kadar geçen
süre (gün)

Yurmu oluflumu
%

O.sancta

316
375
365
283
425
275
455

71.4
8.0
6.6
4.6
4.6
4.1
0.7

320
290
395
455
-

49.1
45.4
4.4
1.1
-

O.laxiflora

330
300
340
360

65.5
17.2
9.1
8.2

332
325
340
-

65.4
28.2
6.4
-

oluflturmufltur. +5°C ve devaml› karanl›k flartlarda yumru
oluflturman›n daha dengeli oldu¤u görülmektedir.

O.laxiflora türünde ise normal geliflme flartlar›nda
kültürlerin % 65,5’inde 330 günde yumru oluflmufltur.
300 günde yumru oluflturan % 17.2 miktar› da ilave
edildi¤inde, 330 güne kadar kültürlerin toplam
82,7’sinde yumru olufltu¤u görülmektedir. +5°C ve
devaml› karanl›kta ise, 332 güne kadar kültürlerin toplam
% 93,6 (% 65,4 + % 28,2)’sinin yumru oluflturdu¤u
görülmüfltür.
Her iki türde de 5°C ve devaml› karanl›k flartlarda
yumru oluflmas›n›n daha yüksek oranda ve dengeli bir
flekilde oldu¤u belirlenmifltir.
Topra¤a aktarma
Deneme 1: In vitro’da elde edilen O.sancta ve
O.laxiflora türlerine ait 25 adet yumru mart ay› bafl›nda
saks›lara aktar›lm›flt›r. 7 cm çap›nda olan saks›lara 1:1:1
oran›nda kum: bahçe topra¤›: organik gübre’den oluflan
steril harç konulmufltur. Yap›lan gözlemlerde O.sancta’da
% 9,1; O.laxiflora’da % 12,9 sürme oldu¤u saptanm›flt›r.
Deneme 2: In vitro’da normal geliflme koflullar›nda
yumrular›n % 74,2’si 82 gün sonra, a¤ustos ay›nda
topra¤a aktar›lan yumrular›n % 81,2’si 77 gün sonra
sürmüfltür. 5°C ve devaml› karanl›k flartlarda tutulan
yumrular mart ay›ndan itibaren toprak ve in-vitro normal
geliflme koflullar›n al›nm›fl, her üç dönemde (mart ay› bafl›,
mart ay› ortas› ve nisan ay› bafl›) topra¤a aktar›lan
yumrular›n hiç birinde sürme olmam›flt›r. In-vitro normal
geliflme koflullar›nda ise; mart ay› bafl›nda % 30,4; mart
ay› ortas›nda % 16,6; nisan ay› bafl›nda % 14,3 oran›nda
kültürlerde geliflme olmufltur.

Tablo 4.

O.laxiflora ve O.sancta türlerinin
farkl› koflullarda yumru oluflturma
durumu.

Deneme 3: Topra¤a aktarmaya iliflkin yap›lan bu
denemelerde O.sancta ve O.laxiflora türleri ayn› sonuçlar›
verdi¤i için sonuçlar bunlar›n aritmetik ortalamalar›
üzerinden verilmifltir. Kas›m-nisan aylar› aras›nda topra¤a
aktarmada sürme yüzdeleri; kas›mda 5,6; aral›kta 0,7;
ocakta 2,2; flubatta 2,0; martta 4,3; nisanda 14,6
olmufltur.
Her iki denemede de görüldü¤ü gibi a¤ustos ay›nda
gerek topra¤a aktar›lan ve gerekse in vitro’da normal
flartlara aktar›lan yumrular s›ras›yla % 81,2 ve % 74,2
oran›nda sürmüfltür. So¤ukta tutulan (6 ay) yumrular
direkt olarak topra¤a aktar›ld›¤›nda ise hiç geliflmemifl,
normal in vitro koflullar›nda ise % 14,3-30,4 oran›nda
sürme göstermifltir. Kas›m-nisan aylar› aras›nda topra¤a
transfer edilen yumrularda ise düflük bir geliflme
belirlenmifltir (% 0,7-% 14,6).
Orkide tohumlar› endosperm içermemektedir ve
embriyolar› farkl›laflmam›fl 80-100 hücreden meydana
gelmifltir (22). Bu nedenle do¤ada çimlenebilmeleri için
simbiyotik yaflam kurabilecekleri funguslara gereksinim
duyarlar (23). Ancak in vitro üretim yöntemlerinin
kullan›lmas›yla mikorizal funguslara gereksinim
duymadan da ço¤alabilirler (24). Himantoglossum affine
türü ise hiç bir ortam kombinasyonunda çimlenme
göstermemifltir. Arditti ve ark. (25), araflt›rmalar›nda bir
tür için baflar›l› olarak bulunan bir yöntemin di¤er türlere
uygulanamad›¤›n› hatta bir bölgeden toplanan orkide
tohumlar›na uygulanan yöntemlerin baflka bölgeden
toplanan ayn› türe ait tohumlara uyguland›¤›nda bile ayn›
sonucun al›nmad›¤›n› bildirmifllerdir.
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Sonuç
Bölgede survey çal›flmalar› s›ras›nda yap›lan gözlemler
ve gerekse yöre halk›yla yap›lan söyleflilerde salep
bitkisinin bilinçsiz sökümler sonucu gittikçe azald›¤› ve bir
çok türün zorlukla bulunabildi¤i saptanm›flt›r.
Bu çal›flma nesli tükenme tehlikesi ile karfl› karfl›ya
olan g›da ve ilaç hammaddesi olarak son derece önemli bir
ürün durumundaki salep orkidelerinin üretimine olanak
sa¤layacak bulgular› yans›tmas› aç›s›ndan önemlidir. Bu
tür çal›flmalar›n devam etmesi, daha uzun bir zaman
diliminde prati¤e aktar›lan sonuçlar›n al›nmas› ülke
ekonomisine büyük ölçüde katk›da bulunaca¤› gibi
do¤an›n korunmas› aç›s›ndan da önemlidir.

O.laxiflora, O.sancta türlerinden al›nan tohumlar›n
patates, muz ekstrakt› ve hindistan cevizi sütü içeren
Knudson C g›da ortamlar›nda ayn› maddeleri içeren VD
ortamlar›na nazaran daha iyi geliflti¤i, O.laxiflora türünde
%10 patates ekstrakt› içeren KC ortam›nda 1 mg
tohumdan elde edilen bitki say›s›n›n di¤er
kombinasyonlara göre daha az olmas›na ra¤men, bitki
geliflmesinin (sürgün ve kökleri itibariyle) iyi olmas›
nedeniyle en iyi sonucu verdi¤i, O.sancta türünde de
çimlenen ve bitki gelifltiren kültür yüzdesinin % 10 P
içeren KC ortam›nda yüksek oldu¤u, GA3 ve BAP’l›
ortamlarda ise sürgünlerin renksiz ve c›l›z oldu¤u,
S.vomeracea türünde ise çimlenme oran›n›n di¤er türlere
nazaran düflük olmas›na ra¤men en iyi sonucun % 10 ve
% 20 muz ekstrakt› içeren KC ortamlar›ndan al›nd›¤›
belirlenmifl, denemeye al›nan di¤er türlerden ise olumlu
bir sonuç al›namam›flt›r.
Yap›lan birçok çal›flmada ›fl›k rejiminin orkidelerde
tohum çimlenmesine etki etti¤i, örne¤in Cypripedium
reginae orkide tohumlar›n›n karanl›k flartlarda daha iyi
çimlendi¤i belirlenmifltir (21). Bu çal›flmada da O.laxiflora
ve O.sancta türleri tohumlar›n›n çimlenmesinde 16

K. ÖNAL

saat/gün ayd›nl›k ›fl›k rejiminin devaml› karanl›¤a nazaran
daha iyi sonuç verdi¤i S.vomeracea türünde ise devaml›
karanl›kta tohum çimlenmesinin ›fl›k rejimine nazaran
daha iyi oldu¤u, ancak sürgünlerin renksiz ve c›l›z
geliflmesi nedeniyle, çimlenmenin hemen sonras›nda ›fl›¤a
geçirilmesi gerekti¤i gözlenmifltir. O.sancta ve O.laxiflora
türlerinde ayd›nl›k ve devaml› karanl›k ›fl›k rejimlerinde de
yumru oluflabildi¤i ancak devaml› karanl›¤›n daha iyi
oldu¤u saptanm›flt›r.

In vitro koflullarda salep üretimi (bitki ve yumru) için
kullan›lacak
g›da
ortamlar›n›n,
hormon
konsantrasyonlar›n›n ve çevre faktörlerinin her tür için
de¤iflebilece¤i ve bu nedenle her tür için ayr› ayr› çal›flma
yap›lmas› gerekti¤i, yap›lan di¤er çal›flmalarda oldu¤u
gibi, bu deneme ile de var›lan sonuçlardan birisidir.
In vitro’da oluflan yumrular›n toprak flartlar›na (in
vivo) aktar›lmas› için en uygun zaman›n a¤ustos ay›
oldu¤u, ilkbahar aylar›nda (mart-nisan) yap›lan
transferlerde geliflen kültür oran›n›n düflük oldu¤u
belirlenmifltir.
Ayr›ca bu çal›flma ile Orchis cinsine ait iki türde in vitro
koflullarda yumru üretiminin gerçeklefltirilebilece¤i
gösterilmifltir. Laboratuvar tekniklerinin gelifltirilmesi ile
salep yumrular›n›n ekonomik anlamda kitle üretimlerinin
gerçeklefltirilmesi mümkün olabilecektir. Böylece g›da ve
ilaç sanayine hammadde sa¤lamak için do¤an›n tahrip
edilmesi yerine in vitro yumrular›n kullanma olana¤›
do¤acakt›r.
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